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Abstract of DEI 98261 53 

The invention relates to a method for preparing 
samples for detecting a nucleotide sequence by 
polymerase chain reaction (FOR), according to 
which a) an analysis solution is filled into at least 
one cavity (2) provided for in a support (1 ); b) a 
lid (3) configured complementary to the shape of 
the cavity (2) is placed onto the support (1 ) in 
such a way that the analysis solution is pushed at 
least partly into a gap (S) formed between the 
cavity (2) and the lid (3); and c) the gap (S) is 
sealed by means of at least one seal (5, 12) 
provided for near an opening in the cavity (2). 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis ei- 
ner in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz mlt- 
t^ls Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR), wobei 

a) qine Nachweislosiing in mindestens eine an einem tra- 
ger.1 vorgesehene Kavitat 2 gefullt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat 2 komplementar ausgebildeter 
Deckel 3 so auf den Trager 1 gesetzt wird, daS die Nach- 
welslosung zumlndest teilwelse In einen zwischen der Ka- 
vitat 2 und dem Deckel 3 gebildeten Spalt S verdringt 
wird und 

c) der Spalt S durch mindestens eine in der Nahe einer 
Offnung der Kavitat 2 vorgesehene Dichtung 5. 12 abge- 
dichtetwird. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum Nach weis ciner in einer Probe ggf . enihaltenen Nukleo- 
tidsequenz miltels Polymerase-Ketlen-Reaktion (PGR). 

Aus der US 5,455,175 ist ein sogenannter Thermocycler 
bekannt, mil dem cine Mchrzahl an flttssigen biologischen 
Proben zur DurchfUhrung der PGR wiedeikehrend einem 
vorgegebenen Tempmiurprofil ausgesetzt -werden kann. 
Um die erforderliche Zeit fur die Tfemperaturbchandlung zii 
verkUrzen, ist hier jeweils ein kleincs Volumen der biologi- 
schen Proben in einer diinnwandigen Glaskapillare aufge- 
nommen. Dazu muB jede Probe einzeln in die Kapillare ab- 
gefiUlt und anschliefiend eingeschweiBt werden. Das ist 
zeitaufwendig. . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile 
nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Insbesondere 
soUen ein Verfahren und eine Vorrichtung angegeben wer- 
den, mit dcnen bei der PGR der Zeitaufwand zur Probenvor- 
bcreitung venringert wird. Weiteres Ziel der Erfindung ist 20 
eine vereinfachte imd verbess^, insbesondere in Echtzeit 
erfolgende Detdction sowie eine Steigerung der Sensitivitat. 

Diese Aufgabe wird durch die Morkmale der Anspriiche 1 
und 14 geldst. Zweckn^ige Ausgestaltungen eigeben sich 
aus den Meikmalen der Anspriiche 2 bis 13 und 15 bis 43. 

Nach Mafigabe der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nach weis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidse- 
quenz miuels PjalymCTase-Ketten-Reaktion voigesehen, wo- 
bei ' 
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a) eine Nacbweisldsung in mindestens eine an einem IVtger 
vorgesehene Kavitat gefUllt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat komplementSr ausgcbildeler 
Deckel so auf den Trager gesetzt wird, daB die Nachweislo- 
sung zumindest teilweise in einen zwischen der Kavitat und 
dem Deckel gebildeten Spalt verdrangt wird und 

c) der Spalt duich mindestens eine in der N^e einer Ofif- 
nung der Kavitm vorgesehene Ddchtung abgedichtet wird. 
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Mit dem vorgcschlagenen Verfahren wird. die Zeit zur 40 
Probenvoibaiatung erheblich verkurzt. Der Vwgang des 
EinschweiBens der Probenlosung in eine Kapillare entfallt. 

Der Nacbweisldsung kann ein erster und/oder zweiter Pri- 
mer zugesetzl sein. Es wird als besonders vorteilhaft angese- 
hen, daB etn.diitter Primer, vorzugsweise mit seincn 5 -ter- 45 
minalen Ende, an die in die KavitMt ragende Innenseite des 
Deckels gebunden ist Auf diese Weise ist es mdglich, eine 
ggf. in einer Probe cnthaltene Nukleotidsequenz an den drit- 
ten Primer anzulagem. Das kann besonders einfach durch 
Eintauchen der Iimenseite des Deckels in die Probe erreicht 
werden. Fcmer kann die amplifizierte Nukleinsaure nach 
AbschluB der Amplifikationszyklen durch Binden an den 
driuen Primer an der Innenseite angereichert werden. Die 
Anreicherus^ wkd zweckm^igerweise durch Anlegen ei- 
nes elektrischen Felds durchgefiihrt. Unter dem EinfluB ei- 
nes elektrischen Felds wird die Nukleotidsequenz in Rich- 
tung des dritten Primers bewegt. 

Zum Nachweis des Vorliegens der gesuchten Nukleotid- 
sequenz vmd zweckmaBigerweise die Nacbweisldsung und/ 
Oder einer der Primer auf deren Fluoreszenzeigenschaften 60 
' untersucht Anlagerurig der nachzuweisenden Nukleo- 
tidsequenz an einen der Primer kann eine Vei&ndenmg der . 
fluorogenen Eigraschaften der in der Nacbweisldsung be- 
findlichen Stoffeerfolgen. Vorteilhafterweise ist bei Anlage- 
rung der nachzuweisenden Nukleotidsequenz an einen der 65 
Primer dner^umliche Beziehung zwischen zwei fluoropho- 
ren Gruppen so indeibar, daB eine Fluoreszenzreaktion er- 
zeugt-, Snder- oder aufhebbar ist. 
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Nach einer weiteren Ausgestaltung wird die Nacbweisld- 
sung zyklisch aufgeheizt und abgektihlt. Ein typischer Tem- 
peraturzyklus bestdit aus einem ersten Aufheizen der Nacb- 
weisldsung auf 90 bis 92°C. einem Abkiihlen auf 50 bis 
55X sowie einem zweiten Aufheizen auf 72 bis 75**C. Wah- 
rend des erstra Aufhcizens erfolgt eine Denaturierung, wSh- 
rend des AbkCihlens die Renaturierung und wahrend des 
zweiten Aufheizens die Synthese der Nukleotidsequenz. 
Der voigenannte Zyklus wird etwa 30 mal wiederholt 

Das Aufhdzen kann miuels Lichl, vorzugsweise Infrarot- 
strahlung, einer Widerstandsheizung oder durch Umsptilen 
der Kavitat mil dnem Gas oder einer Fllissigkeit durchge- 
fuhrt werden. En schnelles AbkOhlen wird zweckmSfiiger- 
weise durch Umspiilen der Kavitat mit einem Gas, z. B. 
Lufl, Oder einer Flussigkeit oder mittels etnes Peltierele- 
menls durchgefiihit. 

ErfindungsgemSB ist femer eine Mnrichtung zum Nach- 
weis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz 
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion vorgesehen, mit . 

a) einem Tiager, mit mindestens dn^ Kavitat, 

b) einem zur Kavitat komplementar ausgebildeten 
Deckel, der so auf den lYager aufsetzbar ist, daB eirie in 
der Kavitat aufgenommenen Nachwdsldsuiig zumin- 
dest teilweise in einen zwischen der Kavitat imd dem 
Deckel gebildetra Spalt verdrangbar ist imd 

c) ein^ in der Nahe dn^ Offnung angeordneten Dich- 
tung zum Abdichten des Spalts. 

Die vorgeschlagene Vorrichtung erlaubt eine zeitsparende 
ProboivorbCTdtung. 

Vorteilhafterwdse ist dne Einrichtung zum zyklischen 
Aufheizen und AbkOhlen der Nacbweisldsung vorgesehen. 
Femer kann dne Einrichtung zum Untersuchen der Fluores- 
zenzeigenschaften der Nacbweisldsung und/oder einer der 
Primer vorgesehen sdn. 

Der Trager kann aus einem lichtdurchiassigen Material, 
vorzugsweise aus Glas oder Kunststofif, hergestellt sein. Die 
Kavitat ist zweckmaBigerweise abschnittswdse planar aus- 
gdiilder, sie weist vcnzugswdse dnen ebenen Boden iind 
eine konisch zur Offnung sich erweit^de umlaufende Sei- 
tenwand auf. Auf deih Trager und/oder ail der Innenseite des 
Deckels kaim an zwischen den Kavitaten bzw. an d^ innen- 
seite des Deckds angeordneten VorsprOngen befindlichen 
Abschnitten dne wdtere Dichtung vorgesehdi $dn. Die 
weitere Dichtung kann ebenso wie die Dichtung z. B. aus 
Gununi, Silikon, Teflon oder anderen gedgneten Matma- 
lien hergestellt sdn. 

Es wird als besonders vortdlhaft angeseheii, daB der Ima- 
ger 96 Kavitaten und der Deckel 96 zur Form der Kavitaten 
komplementare Vorsprunge aufweist. So kann der Trager 
beispielsweise in etwa die Dimension einer herkdmmlichen 
96-Napf-Miknititerplatte aufweisen. Selbstverstandlich 
kann der Tnlger auch Bnichtdle oder ein \1elfaches der vor- 
genannten Kavitatenanzahl aufweisen. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann der Deckel aus 
einem elektrisch Idtfahigen Material, vorzugsweise aus ei- 
nem Kuhststoff, hergestellt sein. Der Trager kann eine, vor- 
zugsweise aus Platin hergestellte Elektrode aufweisen, so 
daB zwischen dem Deckel und dem Trager ein elektrisches 
Feld angelegt werden kann, durch das in der Na chweisld- 
sung enttialti^e Nukleotidsequenz auf die Innenseite bewegt 
und durch Feldinversionzylden angerdchert werden kdn- 
nen. 

Der Kunststofif kann dn Polycarbonat, ein Trimenthylt- 
hiophen, Trianunobenzol und/oder ein Polycarbeii enthal- 
ten, und die Iimenseite des Deckels kann zumindest ab- 
schnittsweise mit eiyier biomoiekCllbindenden Substanz ver- 
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sehcn sein. Dabei kann die Bindung dcr Nukleolidsequenz 
zum KunststofT durch Streptavidin qdcr Avidin vennittell 
wenlcn. 

Der NachweislSsung ist vorteilhaftcrweise ein erster und/ 
Oder zweiier Primer zugesetzl. Als besonders vorteilhafi 5 
wird angesehen. daB an der der Kaviial zugewandicn Innen- 
seile des Deckels ein driller Primer, vorzugsweise mil einem 
S'-terminalen Ende, gebunden isi. Das ennSglichi eine Eni- 
femung der amplifizieiten Nukleolidsequenz aus der Nach- 
weisldsung. lo 

Nach einem weiteren Ausgestaliungsmerkmal ist ein zum 
Anrcgen von Fluoreszenz zwischen dem Boden und der In- 
nenseite des Deckels dienendes Miitel voi^gesehen. Vom 
Mittel zum Anregen stammende Su^lung kanri auf die In- 
nenseile des Deckels fokussieibar sein. Das isi insbesondere is 
dami von Voiteil, wenn die Nukleolidsequenz Uber den drii- 
ten Primer an die Inhensdte gebunden ist. Das Mittel zum 
Anregen von Fluoreszenz wind zweckmafiigerweise; von ei- 
ner Laserdiode erzeugi. Es handell sich in diesem Fall also 
um Laserlicht. Eine Anregung der Boden des Trager kann 20 
auch durch einen sogenannten "gally-mode" Laser (Science, 
1998, 280, p 1501. 1544 ff.) in einer voigegebenen Weise . 
gleichzeitig Oder sukzessive erreicht werden. 

Femer konnqn dne Einrichtung zur Detektion der Fluo- 
reszenz, cine Einrichtiing zur Auswertung der beobachtelen 25 
Fluoreszenz und eine Einrichtung zum Bewegen des TVagers 
relativ zum MiUel zum Anregen der Fluoreszenz und/oder 
zur Einrichtung zur Detektion voigesehen sein, Aufierdem 
kann ein facettenaugenartiges Mittel zu separaten Anregung 
iind/oder Detektion der Fluoreszenz zwischen jedem Boden 30 
und der Innehseite des dazugehorigen C^eckels voigesehen 
sein. Dadurch wild weiler Analysenzeit eingespari. 

Dcr Deckel und/oder der Trager sind zweckmSBigerweise 
zumindest abschniltsweise schwarz gefarbt, so daB darauf 
abgesu^lte Warme wifkungsvoll absorbierl wird, Sie be- 35 
stehen insbesondere aus dnem hoch warmeleitfahigen Ma- 
terial. 

Femer kann eine Einrichtung zum zyklischen Aufheizen 
und Abkuhlen der Nachweisldsung voigesehen sein. wobei 
zum Beheizen vorteilhafterweise ein Mittel zur Erzeugung 40 
von Licht, vorzugsweise InfrarolsUBhlung. eine Wider- 
standsheizung oder ein Mittel zum UmspUlen der KavitSl . 
mit einem Gas oder einer Flussigkeit voigesehen isL Femer 
ist zweckmSBigerweise ein Mittel zum AbkOhlen voigese- 
hen, wobei die Abkiihlung vorzugswdse durch UmspQlen 45 
der Kavitat mit cinena Gas oder einer Flussigkeit oder mit- 
tels eines Peltierelements erzielt wird. 

Zur Vcibesserung der Warmeleitfahigkeii bei gleichzdtig 
guter Transparenz kann der Trager einen aus einem Glas 
hergeslelllen Boden aufweisen: Die Dichiung ist zweckma- 50 
fiigerweise durch eine an der. vorzugsweise aus Kunststoff 
hcigesteilten, Sdtenwand umlaufende Ausnehmung uiid ei- 
nen dazu komplementaren, am Vorsprung voigesehenen 
umJaufenden, formschliissig in die Ausnehmung einrastba- 
ren Wulst gebildet. Die Dichtung ist zweckmaBigerweise 55 
bd einem Druckanstieg in der Kavitat. z. B. durch Tempera- 
turerhohung, selbstabdichtend, indem der Wulsi gegen die 
Ausnehmung gedruckt wird. Das Aufbringen oder Abheben 
des Deckel laBi sich durch dne hohe Flexibilitat der zwi- 
schen den Vorspriingen liegenden Abschnitte durch Idchtes 60 
Biegen besonders einfach bewerkstelligen. 

Schliefilich wird ein Kit zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens beansprucht.niii 

a) einem Trager mil mindesiens einer Kavitat und . 65 

b) einem zur Kavitat komplemeniHr ausgebildeten 
Deckel, der so auf den Trager aufsetzbar ist, daB dne in 
der KavitSt aufgenommene Nachweisldsung zumindest 



leilweise in einen zwischen der Kavitdl und dem Dck- 

kcl gcbildcten Spall verdrangbar ist und 

c) cine mindestens einen crsten Primer enthaltcndcn 

Nachweisldsung. 

Die Nachweislosung kann einen zwciten Primer enthal- 
tcn. Ein dritter Primer kann, vorzugsweise mit seinem 5-ter- 
minalen Ende, an eine der Kavitat zugcwandtc Innenseite 
des Deckels gebunden sein. 

Nachfolgcnd werden Ausflihrungsbeiispiele dcr Erfindung 
anhand der Zeichnung naher eriauteri. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schemalische Querschnittsansicht durch eine 
erste Vorrichiung, 

Fig. 2 die Vorrichiung gemSB Fig. 1 bei Anregung und 
Detektion, . 

. Fig. 3 dne schemalische Querschnittsansicht einer zwei- 
ten Vorrichiung bei Anregung und Detektion, 

Fig 3a eine schemalische Querschnittsansicht Vbr- 
richtung gemSB Fig. 3. 

Fig. 4 eine schemalische tdlquerschnitts^icht dner 
dritten Vorrichiung, 

Fig. 5 eine schematischc Querschnittsansicht dner Dich- 
tung und . 

Fig. 6 die Querschnittsansicht nach Fig. 5 im nicht einge- 
rasieten Zustand. . ' 

lii Fig. 1 wdst ein Trager 1 mehrere Kayitaten 2 auf. Ein 
Deckel 3 isi an seiner Innenseite I mil mehrercn VorsprOn- 
gen 4 versehen. Die Vorsprunge 4 wdsen eine zur Kavitat 2 
komplementare Form auf. Zwischen dnem Boden B der Ka- 
vitat 2 und dem parallel verlaufenden gegeniiberliegenden 
Vorsprung 4 ist ein Spall S gebildet. Die Kavitat 2 ist des 
weiteren durch eine sich vom Boden B zur Offnung der Ka- 
vitat 2 hin konisch offnende umlaufende Seitenwand SW 
begrenzl. Der zwischen dem Vorsprung 4 und der KavitSt2 
gebildete Spall S weisi eine Breite von hochstens 1 mm auf. 
In der Nahe der Offnung der Kavitat 2 ist dne Dichtung 5 
voigesehen. Mit 6 ist eine im Deckel 3 eingegossene Elek- 
trode bezeichnei. Der Trager 1 kann dne (hier nicht daige- 
stellte) Gegenelektrode aufweisen. 

In Fig. 2 ist die Vorrichiung nach Fig. 1 bei der Anregung 
und Detektion gezdgi. Mit 7 ist schemaiisch eine optische 
Einrichtung zum Anregen der im Spalt S aufgenommenen 
NachwdslSsung bezdchnet^ Dabei handelt es sich uin ein 
facettenaugenartiges Mittel, mit dejtn mehrere oder alle Ka- 
vitaten 2 gleichzeitig z. B. mit Laserlicht beaufschlagt wer- 
den konnen. Die optische Einrichtung 7 ist auf die dem Bo- 
den B gegenQberiiegende Innenseite I des Deckels 3 fokus- 
sien. Mit 8 ist ein Fludrometer bezeichnei. Auch das Ruoro- 
meier 8 kann mit einem facettenaugenartigeh Mittel verse- 
hen sein. so daB die von mehreren oder alien Kavitaten 2 
ausgehende Fluoreszenz hachweisbar ist. Gegenuber dem 
TrSger l.befinden sich eine Infiraroistrahlungsquelle 9 sowie 
dn Ventilator 10. 

Die Fig. 3 und 3a zeigen eine zweite Vorrichiung im sche- 
matischen Querschnitt. Dabei ist die Infrarotstrahlungs- 
quelle 9 gegenuber dem Deckel 3 angeordnet. Der Deckel 3 
ist aus einem schwarzen Material hoher Warmeldtfahigkeit. 
z. B. dnem Glas oder Metall, hergestdlt. Zur besseren Ab- 
sorption ist der Deckel 3 auf der der Innenseite I gegenUber- 
liegenden AuBensdie A mit einer schwarzen. Farbe be- 
schichtet. Die erste Dichtung 5 ist als selbstabdichtcndc 
Rastverbindung ausgebildet. Eine zwdte Dichtung 12 in der 
Nahe des Offnungsrands der Kaviifit 2 besteht aiis Gummi 
Oder elastischem Kunststoff. Sie ist zwischen der Innensdte 
I des Deckels 3 und einer Oberseite O des IVagers 1 voTge- 
sehen. Eine in der Kavitat 2 aufgenommene Nachweisld- 
sung ist bei geschlossenem Deckel 3 in einen zwischen der 
Seitenwand S W und einer gegenuberliegenenden Mantelfla- 
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che MF des Vorsprungs 4 befindlichen Spaltabschnitt SA 
verdrangt. 

Auch in Fig. 4 ist der Trager 1 komplementar zum Deckel 
3 geformt. Er isl ebenfalls aus einem Material hohcr WSr- 
meleitfahigkeit heigestelU. Der Boden B ist aiis einem tnuis- 
parenten Material, z. B. einem Glasfenster 11, gebildet. 
. In Fig* 5 ist in einer schematischen Teilquerschnittsan- 
sicht durch die erste Dichtung 5 gezdgt Dabei greift etn an 
der Mantelflache MF des Vorsprungs 4 voigesehener umlau- 
fender Wulst 13 im geschlossenen Zustand form- imd kraft- 
schlussig in eine an der Seitenwand S W voigesehene umlau- 
fende Ausnehmiing 14 ein. Fig. 6 zeigt die erste Dichtung 5 
im noch nicht formschlussig eingerasteten Zustand. 

Die Funktion dec Vorrichtung ist folgende: 
Zur Probenvoifoereitung wird Nachweisldsung in die Kavi- 
m 2 des IVagers 1 pipettiert. Der Pipettiervoxgang kann bei- 
spielsweise mittels eines Pipettienoboters erfolgen. Bei der 
Nachweisldsung handelt es sich vorzugsweise um einen so- 
genannten Mastermix, in dem alle erforderlichen Reagen- 
zien zur Durchfiihrung der PGR enthalten sind. Insbeson- 
dere sind ein erster und ein zweiter Primer in der Nacbwds- 
ISsung enthalten. An der Innenseite I des Deckels 3 ist im 
Beieich der Vorspriinge 4 ein dritter Primer gebunden. An 
den dritten Primer ist die nachzuweisende Nukleotidsequenz 
angelagert. Die Anlagerung kann z. B. dadurch erfolgen, 
daB der Deckel 3 zuvor in eine die nachzuweisende Nukleo- 
tidsequenz enthaltende Probenlosung getaucht wird. 

Zur.Probenvorberdtung mufi nun der Deckel 3 lediglich 
auf den IVfiger 1 so aufgesetzt werden, daB die M)rsprunge 4 
in die komplementSren Kavitllten 2 eintauchen. Dabei 
kommt der (faitte Primer mit der angelagerten Nukleotidse- 
quenz in Kontakt mit der Nachweisldsung. Der Deckel 3 
wird mit dem Trager 1 dichtend verschlossen, z. B. indem 
die an den Vorspriingen 4 vorgesehenen Wiilste 13 in die 
komplementaren Ausnehmungen 14 der Kavitaten 2 einra- 
sten. In diesem Zustand wild ein Teil der Nachweisldsung in 
den Spalt S verdrangt. 

AnschlieBend wird insbesondere der zwischen der Innen- 
seite I und dem Boden B gebildeter Spalt S der zur Durch- 
fiihrung der PGR erforderlichen Temperatuibehandlung un- 
terzogen. Danach oder auch zwischen jedem Temperaturzy- 
klus wird der zwischen Innenseite I und Boden B befindli- 
che Beieich jeder Kavitkt 2 mittels der optischen Einrich- 
tung 7 angeregt und dann unter Verwendung des Fluorome- 
ters 8 auf Fluoieszenz untersucht. Eine Fluoreszen^de- 
rung zeigt das Vorhahdensein bzw. Nichtvorhandensein der 
gesuchten Nukleotidsequenz an. 

Die Temperaturzyklen werden durch wiedericehrendes 
Aktivieren bzw. Deaktivieren der IR-Strahlungsquelle 9 
bzw. des Ventilators 10 hervoigerufen. 
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1 Trager 

2 Kavitat 

3 Deckel 

4 Vorsprung 

5 erste Dichtung 

6 Elektrode 

7 optische Einrichtung 
SFlucrcmeter 

9 IR-Strahlungsquelle 

10 Ventilator ' 

11 Glasfenster 

12 zweite Dichtung 

13 Wulst 

14 Ausnehmung 
I Innenseite 



B Boden 

SW Seitenwand 

S Spalt 

A AuBenseite 

O Oberseite 

MF Mantelflache 

SA Spaltabschniu 
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1. Verfahren zum Nachweis einer in einer Probe ggf. 
enthaltenen Nukleotidsequenz mittels Polymerase- 
Ketten-Reaktion (PGR), wobei 

a) eine Nachweisldsung in mindestens eine an ei- 
nem 'Mger (1) voigesehene Kavit&t (2) gefUUt 
wild, . . 

b) ein zur Form der KavitSlt (2) komplementar 
ausgebildcier Deckel (3) so auf den TVager (1) jge- 
setzt wird, daB die Nachweisldsung zumindest 
teilweise in einen zwischen der Kavitat (2) und 
dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) verdrdngt 
wird und 

c) der Spalt (S) durch mindestens eine in. der 
NShe einer Offhung der Kavitat (2) voigesehene 
Dichtung (5, 12) abgedichtet wird. 

2. Verfahren nach einem der vorheigehenden AnsprU- 
che, wobei der Nachweisldsung dn erster Primer zuge- 
setztwiid. 

3. Verfahren nach einem der vorheigehenden Anspril- 
che, wobei der Nachweisldsung ein zwdter Primer zu- 
gesetztwiid. 

4. Verfahren nach einem. der vorheigehenden Ansprii- . 
che, wobei ein dritter Primer, vorzugswdse mit seinem 
5'-terminalen Ende, an die in die Kavitat (2) ragddde . 
Innenseite (I) des Deckels (3) gebunden ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in der Probe 
ggf. enthaltene Nukleotidsequenz an den dritten Primer 
angelagert ist 

6. Vofahren nach dnem der Anspriiche 4 odier 5, wo- 
bei amplifizieite Nukleins^ure nach AbschluB der Am- 
plifikationszyclen durch Binden an den dritten Primer 
an der Innensdte (I) angerdchert winL 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Anreiche- 
rung durch Anlegen dnes elektrischen Felds duichge- 
ftihitwiid. 

8. Verfahren nach dnem der vorhefgdiendenAnsprQ- 
che, wobei die Nachwdsldsung und/oder einer der Pri- 
mer auf deren Fluoiieszrazdgenschaften untmucht 
wird/werden. 

9. Verfahren nach einem der vorheigehenden Ansprti- 
che, wobd bd Anlagerung der nachzuweisenden Nu- 
kleotidsequenz an einen der Primer eine VertLnderung 
der fluorogenen Eigenschaften der in der Nachweisld- 
sung befindlichen Stoffe eifolgt. 

10. Veifahren nach einem der voihergehenden An- 
spriiche, wobei bei Anlagerung der nachzuweisenden 
Nukleotidsequenz an einen der Primer eine raumliche 
Beriehung zwischen zwd fluorophoren Gruppen so ge- 
andert wird, daB eine Fluoreszenzreaktion erzeug-, fin- 
der- oder aufhebbar ist. 

11. Verfahren nach einem der vorheigehenden An-. 
sprUche, wobei die Nachweisldsung zyklisch aufge- 
heizt und abgekiihlt wird. ^ ■ 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , wobei das Aufheizen 
mittels Licht, vorzugsweise Infrarotstrahlung, einer 
VTiderstandshdzung oder durch UmspUlen der Kavitat 
(2) mit einem Gas oder dner Fliissigkdt durchgefUhrt 
wird. 
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13. Vcrfahren nach Anspnich II odcr 12. wpbci das 
AbkUhlcn durch UmspQIcn dcr Kavitai mil cincm Gas 
Oder eincr Flussigkcil odcr minds cines Pclticrclc- 
ments durchgcfiihrt wird. 

14.. Vorrichiung zum Nachwcis cincr in eincr Probe 5 
ggf. enthallenen Nukleoiidsequcnz mittels Polyme- 
rase-Ketten-Reaktion (PGR) mil* 

a) einem Trager (1> mil mindcslcns eincr Kaviiai 
(2). 

b) einem zur Kavitai (2) komplemenlar ausgebil- lO 
delen Deckel (3), der so auf den Trager (1) auf- 
setzbar ist, da6 eine in der Kaviiai (2) aufgenom- 
mene Nachweislosung zumindest leilweise in ei- 
nen zwischen der Kaviiat (2) und dem Deckel (3) 
gebildeten Spall (S) verdrangbar ist und is 

c) einer in der NaheeinerOffnung der Kavitai (2) 
angeordneleh Dichtung (5, 12) zum Abdichten 
des Spalls (S). 

15. Vorrichiung nach Anspnich 14, wobei eine Ein- 
richtung zum zyklischen Aufheizen und AbkUhien der 20 
Nachweislosung voigesehen isi. 

16. Vorrichiung nach Anspnich 14 oder 15, wobei eine 
Einrichtung zum Uhtmuchen der Fluoreszenzeigen- 
schaften der Nachweisl6sung und/oder einer der Pri- 
mer vorgeschen ist . 25 

17. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 16, 
wobei der Trager aus einem lichtdurchlassigen Mate- 
rial, vorzugsweise aus Glas oder Kunsisioff, hergesielll 
ist. • 

18. Vorrichiung nach eiiiem der Ansprtiche 14 bis 17, 3ft. 
. wobei die Kavitai (2) abschnitlsweise plaiiar ausgebil- ' 

del isi, vorzugsweise einen ebenen Boden (B) und eirie 
konisch zur Offnung sich erweilemde umlaufende Sei- 
lenwand (SW) aufweist. 

19. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 18, 35 
wobei auf dem Trager (1) und/oder an der Innenseite 
(I) des Deckels (3) in zwischen den Kavitaten (2) bzw. 

an der Innenseite (I) des Deckels (3) vorgesehenen Vbr- 
spriingen (4) befindlichen Abschnitten eine weitere 
Dichtung (12) vorgesehen ist. 40 

20. Vorrichiung nach einenri der Anspriiche 14 bis 19, 
wobei der Trager 96 Kavitaten (2) und der Deckel (3) 
96 zur Form der Kavitaten (2) komplementare Vor- 
sprunge (4) aufwdsen: 

21. M)nichtung nach einem der Ansprtiche 14 bis 20, 45 
wobei dcr Deckel (3) aus einem elekmsch leiifahigen 
Material, vorzugsweise einem Kunststoff, hergestellt 
ist.. • ' 

22. Vorrichiung nach Anspnich 21. wobei der Kunst- 
stoff ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Triamin- 50 
obenzol und/oder tin. Polycarben enlhalt und die Innen- 
seite (I) des Deckels (3) zumindest abschnittsweise mil 
einer bipmolekiilbindenden Substanz versehen ist. 

23. Vorrichiung nach einein der Anspriiche 14 bis 22, 
wobei der Trager (1) einei vorzugsweise aus Plaiin her- 55 
gestellte Elekirode aufweist, so da6 ein elcktrisches 
Feld angelegt werden kann, durch das in der Nachweis- 
losung enthaliene Nukleoiidsequcnz auf die Innenseite 
(I) bewegt und durch Feldinversionszyklen angerei- 
chert werden kdnnen. 60 

24. Vomchtung nach einem der Anspriiche 14 bis 23, 
wobei dcr NachweislSsung ein erster Primer zugesetzt 
isi. 

25. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 24, 
wobei der Nachweislosung ein zweiler Primer zuge- 65 
selzi ist 

26. Vorrichiung nach einem dcr vorhergehcnden An- 
spriiche 14 bis 25, wobei an der der KaviiSt (2) zuge- 
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wandicn Innenseite (I) des Deckels (3) ein driller Pri- 
mer, vorzugsweise mil seincm 5'-ierminalcn Endc, gc- 
bundcn ist. 

27. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 26. 
wobei cin zum Anrcgen vori Fluorcszcnz zwischen Bo- 
den (B) und der Innenseite (I) des Deckels (3) dicncn- 
des Mine! vorgesehen isL 

28. Vorrichiung nach Anspruch 27, wobei vom Mind 
zum Anregen slammende Sirahlung auf die Innenseite 
(I) des Deckels (3) fokussierbar ist. 

29. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 27 odcr 28. 
wobei das Miliel (7) zum Anregen von Fluoreszenz 
von eincr Laserdiode erzeugt wird. 

30. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 29, 
wobei cine Einrichtung (8) zur Deiekiion der Fluores- 
zenz vorgesehen ist. 

31. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 30. 
wobei eine Einrichtung zur Auswcitung der beobachte- 
len Fluoreszenz vor;gesehen isi. 

32. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 29, 
wobei eine Einrichtung zum Bewegen des Tragers (1) 
ielaiiv zum Mitiel (7) zum Anregen von Fluoreszenz 
und/oder zur Einrichtung (8) zur Deteklion vorgesehen 
ist. 

33. Vorrichiung nach einem der Anspruche 14 bis 32, 
wobei ein facettenaugenaniges Mittel zur separaten 
Anregimg und/oder Deteklion der Fluoreszenz zwi- 
schen jedem Boden (B) und der Innenseite (I) des dazu- 
gehSrigen Deckels (3) vorgesehen ist. 

34. Vorrichiung nach einem der Anspruche 14 bis 33, 
wobei der Deckel (3) und/oder der Trager (1) zumin- 
dest abschnitlsweise schwarz gefarbt ist, sodaB daraiif 
abgeslrahlte Warme wirkungsvoll abspriiiert wird. 

35. Vorrichiung nach einein der Anspriiche 14 bis 34, 
wobei eine Einrichtung zum zyklischen Aufheizen und 
Abkuhlen der Nachweislosung vorgesehen ist. 

36. Vorrichiung nach Anspruch 35, wobei zum Behei- 
zen ein Mittel (9) zur Erzeugung von Lichl, vorzugs- 
weise Infrarotslrahlung. eine Mderstandsheizung oder 
ein Mittel zum Umspiilen der Kavitai (2) mil einem 
Gas Oder einer Fliissigkeit vorgesehen ist. 

37.. Vorrichiung nach Anspruch 35 oder 36. wobei ein 
Mittel (10) zum Abktihlen, vorzugsweise durch Um- 
spQlen der Kavitai (2) mil einem Gas oder einer FlUs- 
sigkeit Oder mittels eines Peltierelements, vorgesehen 
ist 

38. Vorrichiung nach einem der Anspruche 14 bis 37. 
wobei der Trager (1) einen aus Glas hergestellten Bo- 
den (B) aufweisii 

39. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 14 bis 37, 
wobei die Dichtuiig (5) durch eine an der Seiienwand 
(SW) umlaufende Ausnehmung (14) und einen daiu 
komplemenlaren, am Vorsprung (4) vorgesehenen um- 
laufenden. forinschlussig in die Ausnehmung (14) ein- 
rastbaren Wulsl (13) gebildet ist. 

40. Vorrichiung nach Anspruch 40. wobei die Dich- 
tung (5) bei einem Druckanslieg in der Kaviiat (2) 
selbsiabdichlend ist, indem der Wulst (13) gegen die 
Ausnehmung (14) gedruckt wird. 

41. Kit zur Durchfuhrung der Verfahiens nach An- 
spruch 1 mit ■ 

a) einem Trager (1) mil mindestens einer Kavitm 
(2) und ^ 

b) einem zur KayitSt (2) komplemcntar ausgebil- 
deten Deckel (3), der so auf den TrSger (1) auf- 
selzbar ist, daB eine in der Kavitai (2) aufgenom- 
niene Nachweislosung zumindest leilweise in ei- 
nen zwischen der Kavitai (2) und dem Deckel (3) 
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* gebildeten Spalt (S) verdi&igbar ist, 

c) eine mindestens einen ersten Primer enthal- 
tendc Nachweisldsung. 

42. Kit nach Anspruch 41, wobei die Nachwdsldsimg 
einen zweiten Primer enthalL 

43. Kit nach Anspruch 41 oder 42, wobei dn dritter 
Primer, vorzugsweise mit seinem S'-terminalen Ende, 
an eine der Kavit&t (2) zugewandte Innensdte G) des 
Deckels (3) gebunden ist. 
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